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摘要 
微阵列芯片具有高通量、微量化和自动化等特点，已经在很多领域得到广泛
应用。但是微阵列芯片仍然具有不足之处，如所需设备昂贵、分析时间较长、灵
敏度不高、多样品平行分析能力不足等。微流控芯片微米级的通道具有相对较大
的比表面积和较短的扩散距离，能够显著加快分析速度、提高检测效率、增强分
析性能，并且能够加工大量的平行通道用于多样品分析。目前已经有大量文献报
道将微流控芯片和微阵列芯片相结合，发展了独特的杂交方式并在实验和理论上
分别证明了两者相结合的优势，本学位论文首先在引言中综述了将微流控芯片技
术应用于微阵列分析的研究进展，着重介绍了在微流控芯片上进行微阵列分析时
的杂交方式、促进杂交的措施以及杂交过程的数学建模，同时也介绍了其他分析
步骤方面的进展，分析了目前微流控芯片技术在进行微阵列杂交应用方面的不足
及其原因，并指出这两项技术相结合的优势和未来。本学位论文将微流控芯片技
术与微阵列芯片技术结合起来，通过在毛细管中的微通道内加工高密度的探针阵
列，利用再杂交技术依次实现多个核酸样品的快速测定，建立高通量分析方法。
并分别以在毛细管微通道中形成高密度探针、样品引入进行杂交反应以及核酸变
性后多样品检测三个过程为研究对象，分析并研究了多个因素对高通量多样品检
测的影响，以高密度探针、核酸快速杂交、低探针损伤和高重现再杂交为目标，
为高通量核酸分析提供了实验依据。为了拓展基于毛细管微通道的探针阵列的应
用范围，本学位论文结合核酸适配体，在毛细管微通道中固定上 DNA 四面体结
构探针阵列，进行了多种样品的检测和分析。 
 
 
 
关键词：DNA 微阵列；毛细管；液滴阵列 
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Abstract 
Microarray chip has been widely used in many fields because of its 
high-throughput, miniaturization and automation. But there are still some 
disadvantages, such as highly priced instruments, long analysis time, low sensitivity 
and lacking of parallel analysis ability. Microfluidic device has large specific surface 
area and short diffusion distance because of its its micrometer scale size, which can 
provide faster hybridization, higher detection efficiency, better analysis performance, 
and lots of parallel channels can be fabricated for multiple sample analysis. In present, 
the combination of microfluidic chip and microarray chip has been widely reported, 
specific hybridization method has been developed and the advantages have been 
demonstrated experimentally and theoretically. In this dissertation, at the introduction 
part presents the research advances of microfluidic chip based microarray analysis 
firstly, mainly including the specific hybridization procedures, improvement measures 
and mathematical modeling of hybridization. The progress in other steps has also 
been introduced. In addition, the disadvantages and advantages by combining 
microfluidic and microarray technologies are discussed. In this doctoral thesis, the 
combination of microfluidic chip technology and microarray chip technology, the 
high-density probes array was formed in microchannel of the capillary, the integration 
of thermal denaturation technology, high speed DNA analysis and the detection of 
multiple samples can be realized within capillary. Meanwhile, a high-throughput 
analytical method was constructed for microarray analysis. In this doctoral thesis, we 
mainly focus on the research of the high-density probes array was formed, 
hybridization reaction process and multiple samples analysis after thermal 
denaturation. Through analysis and studying various factors: high-density probes 
array, DNA fast hybridization, low probe damage rate after thermal denaturation and 
reproduce hybridization as the research objects, which provides the experimental 
basis for high-through microarray assay. In order to expend applications of 
based-capillary probes microarray assay, the combination of aptamer and probes 
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micoarray in microchannel in this doctoral thesis. Immobilize DNA 
tetrahedral-structure probe to form probes array on the microchannel to realize 
multiple samples assay in serum. 
 
 
 
Key Word：DNA Microarray; Capillary; Droplet Array 
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第一章 绪论 
 
 
1 
第一章 绪论 
1.1 引言 
自 20 世纪 90 年代初 Manz 和 Widmer 等[1]首次提出以微机电技术和分
析化学为基础的微全分析系统以来，微流控芯片技术得到了快速发展，已经从单
纯的化学分析扩展到各个领域，包括核酸分析、蛋白质分析和细胞分析等。微流
控芯片能够有效降低试剂和样品消耗、加快分析速度、提高检测灵敏度并显著降
低分析成本。 
微阵列芯片是将核酸探针利用原位合成或点样技术有序地制作在基板材料
表面，然后根据碱基互补配对原理与样品进行杂交反应，从而得到样品的序列或
表达信息，具有高通量、并行性、微量化和自动化的特点。微阵列芯片作为基因
研究的有力工具，在过去几十年时间内得到了广泛的应用，不仅被应用于生物研
究，还被应用到医学、农业、环境检测以及食品科学等各个研究领域。根据类似
原理，还出现了蛋白质芯片、细胞芯片和组织芯片等[2]。 
虽然微流控芯片和微阵列芯片的原理、制作、操作以及检测等方面都有所不
同，但两者功能互为补充，无论是芯片大小、特征尺寸还是样品消耗都处于同一
数量级，能够实现良好匹配。已有多篇文献报道在微流控芯片上进行微阵列分析，
结合两者优势，进行更快更灵敏的核酸分析，本章将对这些进展进行介绍，重点
集中在将两者相结合而产生的独特的杂交方式、促进杂交的措施以及杂交过程的
模拟，同时也对在分析过程的各步骤方面获得的进展进行介绍。 
1.2 集成微阵列的微流控芯片分析 
1.2.1 微阵列加工方法 
1.2.1.1 探针原位合成法 
常规微阵列芯片的加工方法有原位合成法[3]和点样法[4]两种。其中前者是在
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基底表面用原位合成的方法逐步制备并延长碳链直至所需的长度，又分为光导原
位合成[3]（如图 1.1A 所示）、点合成法[5]、微电子刻蚀技术合成法[6]和分子印章
法[7]等。有报道采用原位合成方法在微流控芯片通道内加工探针微阵列[8]。 
Moorcroft 等 [9]在微通道内使用传统的亚磷酰胺法在聚二甲基硅氧烷
（Polydimethylsiloxane, PDMS）基底上进行原位合成。PDMS 先用紫外/臭氧处
理，再经γ-（甲基丙烯酰氧）丙基三甲氧基硅烷（3-glycidoxypropyltrimethoxysilane, 
GPTMS）和聚乙二醇（poly(ethylene glycol）, PEG）处理形成活性表面，然后利
用 DNA 合成仪依次将亚磷酰胺结合的脱氧核苷酸加入到微通道中，结合到
PDMS 表面实现探针的延伸。 
利用上述方法每条通道只能合成一种探针，无法制作中高密度的探针阵列。
而光导原位合成是在载体表面结合一层具有活性羟基的物质，经光敏基团保护，
透过掩膜进行曝光，曝光区域的光敏基团会离去而产生游离羟基，利用固相反应
在游离羟基处连接上修饰有光敏基团的脱氧核苷酸，不断重复这一步骤，直至合
成出所需长度的序列。这一方法能够制作高密度的探针序列，但操作复杂，需要
大量掩膜，费用较高，有方法用微镜系统替代掩膜以降低制作成本。Gao 和 Gulari
等[10,11]如图 1.1B 和图 1.1C 所示利用微反应器阵列、数字无掩膜曝光和光生酸反
应（photogenerated acid, PGA）来实现探针的大规模平行合成。芯片由玻璃和加
工有微结构的硅经阳极键合得到，通道呈平行叉指构型，在相邻的叉指通道间连
接有大量的微反应器。曝光过程是由数字光处理投影仪（digital light projection, 
DLP）内的微镜反射光源的光对不同位置的微反应器进行选择性曝光。将反应器
表面预先用酸不稳定基团进行保护，曝光会使溶液中的光生酸前体产生酸，从而
将不稳定基团从载体上切除下来而留下游离羟基。这时加入的酸不稳定基团结合
的脱氧核苷酸单体会与微反应器表面的游离羟基反应而结合在其末端，末端同时
又被保护了起来，不断重复这一步骤实现碳链的延伸，最长合成了含 120 个碱基
的探针。Church 等[12]用这一方法在微流控芯片内合成了编码 E. coli.核糖体 20 S
亚基的全部 21 个蛋白的核苷酸链。Cheng 等[13]同样使用商业的 DLP 投影机，沿
着蜿蜒的微通道指导微阵列的合成。Baum 等[14]则对光导原位合成的探针动态范
围、分辩能力、重现性和结果的准确性进行了考察。光导原位合成虽然能够加工
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高密度的探针，但步骤较多，成本较高，制作周期较长，而且受出错率限制，很
难合成长片段探针。 
 
 
（A） 
  
(B)                              (C) 
图 1.1（A）直接光导原位合成原理图[3]；（B）示意图说明了利用反应器阵列平
行合成探针。反应腔与分布通道的入口和出口相连，通过选择性曝光来控制来达
到产生酸和切除保护基团，递送给单体溶液实现寡核苷酸链的延伸[10]；（C）反
应器阵列微流控装置照片[11]。 
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1.2.1.2 探针固定方法 
    另外一种制作微阵列的方法是将预先合成好的探针用高速精密机械手直接
点在基底表面再进行交联反应实现探针的固定[4]。与光导原位合成法相比，点样
法制作的阵列密度较低，每种探针也都需预先合成并保存，但能够固定较长的探
针，特异性好，而且所需的步骤少，方法简单，更容易在微流控芯片上实现。微
流控常用的材料有玻璃、硅、PDMS 以及其他高聚物等[15]，通过各种表面处理方
法将探针固定在芯片材料表面的研究已有很多报道。 
    玻璃由于具有良好的光学和电学性能，在微流控芯片中得到最广泛的应用，
首先有研究在玻璃表面进行固定探针的方法。Belosludtsev 等[16]在γ-氨丙基三甲
氧基硅烷（（3-aminopropyl）trimethoxysilane, APTMS）和γ-（甲基丙烯酰氧）
丙基三甲氧基硅烷（3-glycidoxypropyltrimethoxysilane, GPS）蒸气中对玻璃表面
进行硅烷化使其带上正电荷，直接利用静电作用将未修饰的带负电荷的探针吸附
到玻璃表面。这一方法能够实现稳定的单层脱氧核苷酸探针，分子密度达到 1011
个/mm2。Howorka等[17]在玻璃表面经GPS处理后制作一层高密度 PEG作为基底，
在该基底上通过 4-（对马来酰亚胺基苯基）丁酸琥珀酰亚胺酯（succinimidyl 4-
（p-maleimidophenyl）-butyrate, SMPB）来固定巯基修饰的探针。Chen 等[18]利用
杂交引起的构象变化会导致胶体金纳米粒子的荧光猝灭设计了一个能够识别和
检测特异性 DNA 序列的微流控芯片。其探针固定过程：将γ-氨丙基三乙氧基硅
烷（γ-（aminopropyl）triethoxysilane, APTES）处理过的玻璃浸在胶体金纳米粒
子溶液中形成胶体金的单分子层，3 末端修饰有巯基的核酸探针就会在其表面进
行自组装而被固定在胶体金的表面。Pedersen 等[19]则依次通过多聚赖氨酸和链亲
和素处理，将生物素标记的探针固定在玻璃通道表面。 
如图 1.2 所示，Erickson 等[20]考察了将氨基修饰的 DNA 固定到硅基底表面
五种方法：1,1-羰基二咪唑（1,1-carbonyldiimidazole, CDI）；1,1-羰基二咪唑－树
枝状聚合物－戊二醛（DEND-GL）；γ-（甲基丙烯酰氧）丙基三甲氧基硅烷
(3-glycidoxypropyltrimethoxysilane, GOPS)；γ-氨丙基三甲氧基硅烷－戊二醛
（APTMS-GL）和γ-氨丙基三甲氧基硅烷－树枝状聚合物（APTMS-DEND）。
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